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第1章
論 文 内 容 要 旨
緒 言
ペ クチン質 は主 として ガ ラクチユ ロン酸 及び その メチル エステル が高度 に重 合 した
多糖類 で,植 物 細胞壁 の特 に中葉 の主要構 成成 分で あ り,細 胞 の構造維持 と細胞同士
の接着に重要 な役 割を果 た してい るo
植物 病原菌の 多 くは,、この ペ クチ ン質の分 解酵素 を持 つ が,こ れ らの酵素 として,
ペ クチンを加水 分解す る θ.屈。一及 び 鶴o一ポ リガ ラ クチュ ロナー ゼやペ クチン質 を
β脱離 によ って分解す る 脇 伽 一 及び 鶴 ・一ペ クチ ン酸 リアー ゼ,飢 面 一ペ クチ ン
リアーゼ,ジ ガ ラクチュ ロン酸を主 な基質 とす るオリゴガラクチュロニ ドリアー ゼ,そ
れ にペ クチ ン質 の メチル エステル をけん化す るペ クチ ンエステ ラニ ゼな どが知 られ て
い るo
そ菜類の軟腐病菌 として知 られ るErwinia属の細 菌は強 いペ クチン質分解酵素 を
生産 し,こ れが病原性 の発現 に重要 な役 割を果 た して い る ことが知 られ てい るo
当研究 室では,翫w五niaear蕊ovor&(旧名E.aroideae)の生産す る ペ グチン質
分解酵素 について研究 を行 な って きたが,本 菌はペ クチン質 存在下で生育 させる とペ
クチン酸 リアー ゼ(以 下PALと 略す)を 主 に生 産 し,ま た紫外線照射 などDNAに
傷害を与え ると溶 菌 に伴 ってペ クチン リアー ゼ(以 下PLと 略す)を 生産す る ことが
見 出されて きた。PALは 焦点電気 泳動 によ って活性 の ある2つ のたん白質 に 分 かれ
る ことが見 出 されて きたo
近年,こ の よ うな アイ ソザイ ムの存在 がい くつ かの細 菌で報告 されてい るが,・これ
らの構 造上の類似 性,役 割 の違い などはあ ま り明 らか に され ていないo
本研 究では,こ れ ら2つ のPALとPLに つ いて,こ れ らの構造 や役割 の違いなどを
明 らかにす る事を 目的 として,酵 素化 学的 な比較 を行な った。 また,PLは 細 菌 に よ
る生 産の例 が知 られ ていなか ったが,そ の後Pseudomonasmarginalisが生 育に 伴
って本酵素を生成す ることが報告 され たので,E.carotovoraとの類似性を調べ たo
第2章 酵 素 の 調 製
PLは主として上宮 らの方法で,ま たPALは上宮の方法に若干改良を加えて精製
一179一
した。PALの2成 分はAmpholineカラム焦点電気泳動で分離 した(図1)。 よ りア
ル カ リ側 の成分 か らPALI(pl1α7),PALI(pI1α1)と 名付 けたo両 成 分の
等 電点が近 いため,し ば しば分離が不充分 であ るので,精 製の ための分 画は ヒ ドロキ
シアパ タイ トカ ラムで行 な った(図2)o.
精製標 品は ポ リア ク リル ア ミ ドゲル電気泳動及 び免疫電気 泳動で,均 一性を確か め
たoま たデ ィスク電気泳動 にょ り両者 とも糖質を含 む事,SDS電 気泳動 によりPALI
の分子量 はPAL豆の それ よ り約1000dalton大 きい事 が示 された(図3)。
第3章PALI,皿 およびPLの ア ミノ酸組成および
それ らに由来す るペプチ ドの比較
ア ミノ酸組成の比較か らPALIと 皿のそれぞれ に,他 方 よ り多 く含 まれ るア ミノ
酸残基 があ り,両 者の一 次構造 が異な る事が示唆 され た(表1)oま た糖質 の含量
はPA:LIより 豆 に多 く含 まれ てお り,両 者が糖質 の含量 の違 いに ょって生 じた2次
産物 で はないと考 え られた。N末 端領域 のア ミノ酸配列をFITCを 用い たエ ドマン分
解 法で調べた ところ,2つ のPALは少 な くとも10残基 まで相 同であ ったが,PLは 末
端 がAlaでPALと 共 通で あった他 は異な っていた,(表2)。
トリプ シン,キ モ トリプシ ンに ょる限定加水分解物 のSDSゲ ル 電気泳動の結果か ら,
PALIと 亜とは,か な り大 きな範囲で共通 な構造 を持 ってい る推定 された(図4)Q
一 方,PLは パ ター ンが非常 に異な ってお り,PALと は構造 上,大 きな部 分での共
通性 はなか ったo
C末端領 域は,PLで は一Phe-Pro-Ser-COOHが検 出 されたが,PALは 両 者 とも
検 出できなか ったo
以上 の事 か らPAL,1,巫は1次 構造 に相 同な部分が多いがわずか に異な る事,PL
はPALと は一次構 造上 の類似 が少 ない事 が示 唆 された。
第4.章 免 疫 学 的 比 較
前章 までの結果 を更に確か めるために,精 製 したPALI,H,PLの それぞれにつ
いて モル モ ッ トを用いて抗血清を作成 し,そ れぞれの交差性 を比較 したo
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PLはPALの どの抗血清 によ って も活性の 中和がみ られず,オ クタロニー 法 によ
って沈降線 を生 じなか ったo逆 にPL抗 体に よって もPALとの交差はみ られなか った。
一方PALの1と 皿の 間では ,相 互 に若干 の活性 の 中和が み られ(図5),オ ク タロ
ニー法で もわず か に交差性がみ られ たが,抗PALI血 清 と抗PAL五 血清 とを混合
した血清を 用いた二重拡散法 でcrossが観 察 され たo
これ らの結果 か ら,PALIと ∬ には構 造に関連性が あるが異な る部分 もあ り,PL
とPA:Lの構造 の関連性はあ ま りない とい う前章の結果が支持 され たoこ ・の結果か ら,
PALIと ∬ど は異な る遺伝子 に由来 す るisozy血eである と考 え られ,ま たPLも
PALと は構 造上 の類似性が ない事 が確か められ たo
第5章PALisozymeの 性 質 の 比 較
PLの 諸性質 に関 しては,上 宮 らが検 討を加えてお り,ま たPALと は異な った遺
伝子 産物 で ある と考え られ る事か ら,主 としてPALの 両者について性質を比較 し,役
割 の違いの解 明を試みたo
PALIと 皿はど ちらも 侃面 型の酵 素で,カ ル シウムイオンを要求 し,高 い至適
pHを持 ってい た(表3)o至 適反応温度,至 適 エ ステル化度,N一 クロロス クシン
イ ミ ドなどに よる阻害 の程度 などにわずか に違 いが み られ たが,一 般的性 質に大 きな
違 いはなか ったo
ペ クチ ン酸に対す る親和性 はPALIが 高 かったが,重 合度の異 なるオ リゴマー を,
飽和,不 飽和 のそれぞれ につ いて調製 し,PALIと 皿の これ らに対す る活性を 比較
したところ,逆 にPAL皿 が高 い活性 を示 した。PALIは4量 体以 下の基質には鎖
長 が短 くな る程 活性が低 くな ったが,PAL皿 は これ らの基質 に も作用で き,4量 体,
5量体に対 しては,ペ クチ ン酸 に対す る活性 よ りも3～8倍 高 くな ってお り,比 活性
もPA.LIよ り高か ったoこ の傾向は 飽和の基 質で顕著 にあ らわれ ていた(表4)。
2量体には どち らの酵素 も作 用せず,PAL皿 はオ リゴガ ラクチュ ロニ ドリアーゼ と
は 異な るもの と考 え られたo一 方,そ れぞれ の基 質の切断様式 にはPA:LI,皿の 間で
大 きな違 いは認 め られなか ったo
ペ クチ ン酸 を基質 としてPALIとHの 混合 によ る相乗効果の有無 を検 討 したが,
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反応速度には相乗効果は見られなかったo同様にキュウ リの果実,ジ ャガイモの塊茎
を用いて組織崩壊能を比較 したが,相 乗効果は認められなかったo
第6章Pseudom。nasmarginalisの生 産 す るPLと
Erwinia璽otovコ里 のPLと の 比 較
P曲udolnonasmarginal量sがPLを生 産す る事が報告 され てい るので,璽.caro-
tOvoraのPLの起源 を知 る手が か りとして比較を試み たo
P.marginalisのPLもマ イ トマイシンCに よ りDNAに 傷害を与 え ると溶 菌に 伴
って酵 素活性 が増大 す るとい う現象が見 出 されたo対 数期の菌体破砕液 にはわずか な
活性 しか検 出で きないの で,E.carotovora同様,DNAの 傷害 をひ きがね と して合
成 が起 こる と考 え られたo』:.皿壁ginalisのPLは旦.caro七〇voraのPLと同様 な
方法 で部分精製 され たが,E.carotQvoraのPLに対 して作 成 した抗血清 とは反応 し
なか ったo
第7章 要 約
本研究 の結果,明 らか に され た事 を要約す ると次のよ うにな る。
1.PLとPALと はペプ チ ドマ ップや免疫 の結果 か ら構造 に違 いが大 きい と考えられ
た0
2PA:LIと 皿とはN末 端 側か ら広 い領 域で相 同であるが,構 造の異 なる部みが あ
る事 が,ペ プチ ドマ ップや免 疫の結果 か ら示唆 され た。
aPALIと 豆 とは一 般 的な性質 には大 きな違 いはなか ったが,鎖 長 の異な る基質
に対 して異 なる特 異性 を示 し,PALIが5以 上の 基質 に広 く作 用 す るのに対 し,
PAL皿 は4量 体,5量 体 などの短鎖 に特異性 を持 っていた。
4.P.marginalisのPLもE.carotovoraのPLと同様に,DNA傷 害によ って誘
導 され た。 また,こ の2つ のPLに は免 疫的交差性 はみ られなか ったo
以.上の事 か ら,PLはPALと は構造 上に関連 のない酵素であ り,P..marginalis
のPLと は交差性 が なか ったが,伺 様 の誘導機構 にょ って生産 され てい るので,こ の
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酵素を持つ事に何らかの共通の生理的意義があるものと考えられる。
PALの1と ∬ とは1つ のポ リプチ ドから2次的に生 じた産物ではな く,異なる遺
伝子に由来する 玉sozymeであり,両者は鎖長の異なる基質に対して異なる特異性を
示すことから,両 者を持つ事は細菌にとって生理的に有利であると思われるが,ま た
酵素合成の調節,病 原性の発現の機構で異なる役割を果たす可能性もある。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は植物病原菌Eγ励痂 。αγ。伽 ・㎎ の生産 す る2種 類のペ クチン酸 リアーゼ(以 下PAL,
分子量約37,000)と,紫外線 照射 な どDNAに 傷害を与 え ると溶 菌に伴なって生産 される ペクチ
ンリアーゼ(以 下PL,分 子量約30ρ00)について,こ れ らの構造や役割の違い などを明 にす る・
ことを 目的 と して行 なわれた ものである。
著者 はまず従来 の精製法 に若干 の改良を加えてPALI,皿 お よびPLの 精製標品を調 製 した。
PALIと 紅のア ミノ酸組成 の比 較か ら,両 者は近 似 した組成を もつが,そ れぞれ他方よ り多 く
含 まれ るア ミノ酸残 基を認 め,両 者の1次 構造 が異 ることを示唆 した。糖類 はPALiよ り皿に
多 く含 まれ る こと,N末 端領域 の ア ミノ酸配列 は10残基まで相同であ るが,PLと はN末 端領域
のア ミノ酸配列 が異 な ることを認 め た。また トリプシ ンお よびキモ トリプシ ンによる限定加水分
解物のSDSゲ ル電気泳動 の結果 か ら,PALI,Hは1次 構造 に相同な部分が多いか,僅 か に
異 なった部分 を含 む こと,PLはPALと は1次 構造上の類似 は少 ないことを示 した 。
次 に著者 はPALI,旺,PLの それぞれに対 す る抗血 清 をモルモットを用 いて作成 し,交 差性
を比較 した。PLはPALに 対す る抗血 清 によ り活性 の中和 も,沈 降線 も生 じなか った。一方,
PALI,∬ の間で は,相 互 に若干 の活性 の中和が見 られ,オ クタロニ ー法で も僅か に交差性を
認めた。 これ らは前述 の化学 的実 験結果 を支持 す るものであ る。 この結果か らPALIとHは 異
な る遺伝 子産物で アイ ソザイムである と結 論 した。
次いで著 者 はPALIとHの 酵素 的諸性質 を比較 した。 その結果,一 般的性質 に大 きな差は な
い ことを認めたが,飽 和 オ リゴマーに対 する基質特異性 に若干 の違い を認めた。 しか し,ペ クチ
ン酸の分解 な らびに植物組織崩壊能 について,PALIと 皿の相 乗効 果は認め られなか った。
P狸認・那㎝仰 尻αγ卿 α伽 がPLを 生産す るこ とが他研究 者によ り報告 されたので,最 後に著者
は この細 菌に よるPLの 生産 とその性質 について研究 した。その結果Eγ 面π加 の場 合 と同様に,
マイ トマイシ ンC処 理 によ りDNAに 傷害 を与 え ると,PLが 生 産 され ることを認めた。 この
PLを 部分精製 し,丑 ・αγ・渉・〃・γα のPLに 対 して作成 した抗血 清を加えた所,反 応がお こらな
い ことを明 に した。
以上 の ように本論文 は新知見を含 み,微 生物学 に貢献す る所 が大 きい。 よ って三審査担 当者 と
も著者 は農学博士 の学位 を授与 される資格が あると判定 した。
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